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摘 要 CRISPR(Clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats)/Cas(CRISPR-associated) 系 统 是 近年 来 发 展 起 来 的 新 型 的 基因 编辑 技术 ， 
在 生物 医学 领域 得 到 广泛 应 用 .CRISPR/Cas9 系统 需要 在 gRNA 存在 的 条 件 下 通 
过 Cas9 蛋白 实现 对 基因 组 的 定点 编辑 ， 通 常情 况 下 以 慢 病 毒 感染 或 质粒 转 染 等 
方式 提供 Cas9 和 gRNA。 但 是 ， 这 些 方式 容易 引起 免疫 反应 及 基因 片段 不 可 控 
插入 ， 存 在 一 定 的 风险 ， 限 制 了 CRISPR/Cas9 技术 在 机 体 的 应 用 。 近 年 来 发 展 
起 来 的 基于 体外 组 装 的 核糖 核 蛋白 (Ribonucleoprotein, RNP) 转 导 入 胞 的 策略 
由 于 快捷 安全 、 编 辑 的 脱 靶 率 低 等 优势 引起 广泛 关注 。 本 文 对 Cas9 RNP 的 转 导 
方式 及 其 应 用 进行 了 总 结 ,并 就 其 目前 存在 的 问题 进行 探讨 ,以 期 为 CRISPR/Cas9 
技术 的 进一步 发 展 提供 依据 ， 为 拓展 其 应 用 奠定 基础 。 
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Abstract The CRISPR (Clustered ordered interspaced short palindromic 
repeats)/Cas (CRISPR-associated) system is a novel gene editing technology 
developed in recent years, which is widely used in the biomedical fields. The Cas9 
protein and gRNA is essential for the site-specific editing of the genome by 
CRISPR/Cas9 system. Usually, Cas9 and gRNA are provided by lentivirus infection 
or plasmid transfection. However, these approaches are likely to cause adverse effects 
such as immune reactions and uncontrolled insertion of gene fragments, and limits the 
application of CRISPR/Cas9 systems. The strategy of RNP transduction based on in 
vitro assembly of Cas9 and gRNA developed in recent years has attracted wide 


attention because of its advantages such as rapid, safe and low off-target effect. The 
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way of transduction of Cas9 RNP and its application are summarized, and its current 
problems are discussed in order to provide basis for the further development of 


CRISPR/Cas9 technology and lay a foundation for its application. 
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1 CRISPR/Cas9 基因 编辑 系统 

CRISPR/Cas9 是 近年 来 发 展 起 来 的 一 种 新 型 的 基因 编辑 系统 , 自问 世 以 来 受 
到 极 大 的 关注 。 该 系统 是 一 种 广泛 存在 于 细菌 与 古 细菌 中 的 由 4 由 RNA 介 导 的 可 
遗传 的 获得 性 免疫 系统 。 目 前 已 知 的 CRISPR/Cas 系统 共有 3 种 类 型 6， 研 究 和 
应 用 较 多 的 是 开 型 系统 , 包括 具有 引导 作用 的 sgRNA(single guide RNA, sgRNA) 
和 有 具有 剪 切 功能 的 Cas9 和 蛋白。 目前 为 止 ，Cas9-sgRNA 基因 得 向 编辑 系统 已 成 
功 的 实现 在 人 类 细胞 、 小 鼠 、 斑 马 鱼 、 酵 母 、 细 菌 、 果 晶 、 线 虫 及 水 稻 等 作物 中 
的 基因 编辑 四。 相对 于 锌 指 核 酸 酶 10(zinc finger nuclease，ZFNs) 及 转录 激活 因 
子 样 效应 因子 核酸 酶 (1 121( transcription activator-like effector nucleases, TALENS) 
等 其 他 基因 编辑 技术 而 言 ,，CRISPR/Cas9 技术 操作 更 加 简便 ， 并 且 基 因 打 靶 效 率 
较 高 。 
2 Cas9/gRNA 导入 方式 及 其 RNP 的 优势 

Cas9 和 gRNA 在 胞 内 的 高 效 表达 直接 影响 CRISPR/Cas9 系统 的 编辑 效率 。 
Cas9 和 gRNA 可 以 通过 多 种 方式 导入 细胞 ， 包 括 质粒 转 染 、 病 毒 感染 、 直 接 转 
染 体 外 转录 的 Cas9 mRNA 及 gRNA, 以 及 转 导 Cas9 蛋白 和 gRNA 复合 物 (RNP)。 
在 这 些 方法 中 , 质粒 转 染 和 病毒 感染 的 方法 应 用 最 为 广泛 , 但 是 , 无 论 是 质粒 转 
染 ， 还 是 病毒 感染 ， 都 可 能 导致 外 源 基 因 的 不 可 控 插 入 bn， 并 引起 免疫 反应 04， 
带 来 潜在 的 威胁 ; 而 直接 转 染 Cas9 mRNA 和 gRNA 的 方式 虽然 避免 了 外 源 载体 
所 带 来 的 片段 插入 的 发 生 ， 但 存在 着 RNA 易 降解 、 活 性 不 易 确定 05 等 问题 。 

RNP 技术 是 近年 来 发 展 起 来 的 一 种 新 型 的 Cas9、gRNA 导入 方法 ， 其 原理 
如 图 1 所 示 : 将 Cas9 蛋白 以 及 体外 转录 的 gRNA 进行 嘟 育 ， 二 者 通过 静电 相互 
作用 以 及 结构 内 合 性 09, 在 体外 组 装 形成 复合 物 , 然后 通过 转 导 方式 将 其 导入 待 
编辑 细胞 即 可 实现 非 同 源 性 末端 重组 (non-homologous end joining, NHEJ), 在 供 
体 DNA 存在 的 条 件 下 还 可 以 实现 特定 基因 的 修复 和 插入 。 
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相对 于 其 它 方 式 ，RNP 的 编辑 效率 的 优势 主要 体现 在 以 下 几 个 方面 ( 表 1): 
1. 与 mRNA RRK, RNP 方式 避免 了 外 源 基 因 插 入 的 风险 059， 不 容易 引起 机 
体 的 免疫 反应 ， 但 相 比 mRNA, ME Cas9 和 蛋白 更 加 稳定 ， 而 且 Cas9 与 gNRA 
形成 复合 物 可 以 提高 gRNA 的 稳定 性 04， 有 利于 推动 CRISPR/Cas9 技术 在 临床 
以 及 动 植物 改造 中 的 应 用 ; 2. 不同 于 质粒 转 染 或 病毒 感染 方式 Cas9 蛋白 会 在 细 
胞 内 持续 表达 ，Cas9 蛋白 转 导入 胞 后 一 定时 间 即 会 降解 ， 在 一 定 程度 上 可 以 降 
低 脱 靶 效 应 n9; 3. 操作 简便 快捷 ， 在 体外 将 Cas9 蛋白 和 gRNA 混合 ， 转 导 后 即 
可 进行 基因 编辑 ， 并 且 由 于 不 需要 转录 、 翻 译 的 过 程 ，RNP 方式 可 以 实现 即时 
快速 的 基因 编辑 。 
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Fig.1 the assembly and mechanism of Cas9 RNP 


# 1 CRISPR/Cas9 不 同形 式 下 基因 编辑 的 比较 
Table 1 Comparison of gene editing in different formats of CRISPR/Cas9 


质粒 /病毒 体外 转录 Cas9 mRNA 及 gRNA RNP 参考 文献 


编辑 效率 ++ ++ ++ [19] 

插入 突变 + - - [13] 

免疫 性 +++ ++ + [14] 

脱 靶 率 et + + [18] 
组 分 胞 内 表达 时 间 >12h >2h g [18] 

组 分 稳定 性 +++ 十 ++ [15][17] 
3 Cas9 RNP 的 转 导 方式 及 应 用 


RNP 技术 开启 了 CRISPR/Cas9 系统 应 用 的 新 篇 章 ， 而 Cas9/gRNA 复合 物 形成 
后 需要 转 导 入 胞 ， 才 能 发 挥 其 基因 编辑 功能 。 传 统 的 RNP 转 导 方式 分 为 物理 和 
化 学 方式 ， 除 此 之 外 ， 也 可 以 通过 纳米 载体 及 细胞 穿 膜 肽 (CPP〉 介 导 RNP 入 
胞 。 

3.1 物理 方式 

物理 方法 主要 包括 电 穿 孔 ， 核 转 染 ， 显 微 注 射 等 ， 利 用 相关 电 转 仪器 及 显 微 
设备 将 RNP 复合 物 送 达 至 细胞 质 或 细胞 核 ， 适 用 性 广 ， 近 年 来 被 广泛 运用 于 动 
植物 基因 改造 工程 。 例如, Kathrin SchumannD20 等 运用 电 穿孔 技术 将 RNP 转 导 入 
胞 成 功 得 到 cxcr4 低 表达 的 工 细 胞 , 并 且 利 用 该 方法 将 外 源 基 因 导 入 特异 性 工 细 
胞 当中 ， 初 步 证 明了 RNP 技术 应 用 于 人 类 原始 T 细胞 治疗 的 潜力 ;Angela 
Meccariellop2H 等 人 运用 显 微 注射 技术 对 于 入 侵 性 农业 害虫 地 中 海 果 晶 色 素 沉 着 
基因 进行 敲 除 , 在 晚期 胚 胎 和 幼虫 中 成 功 导致 其 角膜 缘 引 起 节 段 性 突变 , 为 制定 
病害 虫 防治 策略 提供 新 的 思路 ，2017 年 Brett T StaahlP22 等 利用 RNP 显 微 注 射 技 
术 对 小 鼠 颅 内 进行 基因 敲 除 ， 证 明了 RNP 运用 的 特异 性 ， 其 精确 安全 地 将 RNP 
递送 于 成 年 动物 的 神经 元 细胞 中 ， 这 也 预示 着 将 来 RNP 复合 物 运 用 于 组 织 特 
性 编辑 和 治疗 神经 疾病 的 潜力 ; 核 转 染 是 一 种 利用 特定 的 仪器 程序 和 特异 性 转 染 
液 相配 合 的 高 效 的 非 病 毒 转 染 方法 ，Steven Lin23] 等 利用 核 转 染 将 RNP 运用 于 细 
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胞 同 源 重组 (HDR) ， 结 合 细胞 周期 药物 能 显著 提高 HDR 效率 。 
3.2 化 学 方式 

虽然 物理 的 转 染 方式 相对 简单 ,可 以 实现 对 难 转 染 细 胞 进行 转 染 , 但 是 其 易 
对 机 体 产 生生 理 伤 害 名 ,运用 于 体内 治疗 将 具有 很 大 挑战 。 相 比 之 下 ， 化 学 方法 
对 细胞 伤害 较 小 , 适用 性 更 广 ， 其 中 以 脂 质 体 及 聚合 物 为 基础 的 转 染 运用 较为 广 
Z. RNP 利用 本 身 电 荷 特性 可 与 脂 质 体 结合 ， 通 过 膜 融 合 或 内 吞 作 用 将 复合 物 
导入 细胞 内 。2015 年 Zuris 等 2 及 Liang 等 9 分 别 证 明了 Lipofectamine 2000 和 
Lipofectamine 3000 = RNP 运用 于 体内 和 体外 基因 编辑 的 可 行 性 .Je Wook Woo!!3! 
利用 聚 乙 二 醇 (PEG) 将 RNP 转 染 于 拟 南 芥 ， 烟 草 ， 葛 莒 和 水 稻 的 植物 原生 质 
体 中 ， 并 在 再 生 植物 中 实现 了 高 达 46% 的 定向 诱 变 ， 由 于 没有 引入 外 源 基因 ， 
从 而 减少 了 基因 改造 生物 法 规 CGMO) 中 7 的 限制 ， 为 CRISPR/Cas9 技术 在 植物 
生物 技术 和 农业 广泛 应 用 提供 了 可 能 性 。 随 着 化 学 材料 领域 的 发 展 ， 聚合 物 介 导 
的 转 染 方法 因 其 较 低 的 免疫 性 以 及 更 广 的 适用 性 同样 被 广泛 应 用 于 RNP 的 递送 。 
Huahua Yue 等 28 通过 构建 聚 乙烯 亚 胺 〈polyethylenimine，PEI) -石墨 烯 的 联合 
多 聚 物 将 RNP 递送 入 人 类 细胞 中 实现 了 高 达 39% 的 编辑 效率 ， 并 表现 出 极 高 的 
稳定 性 ,其 他 的 多 聚 物 转运 工具 还 包括 了 壳 聚 糖 (Chitosan)、poly(L-lysine) (PLL). 
树枝 状 聚 合 物 (Dendrimers) [9 等 及 其 改良 形式 ， 也 可 被 运用 于 RNP 的 入 胞 转 
运 。 虽然 化 学 转 染 方 式 相 对 于 物理 方式 , 减 小 对 于 细胞 的 直接 性 损伤 , 但 大 部 分 
转 染 试剂 在 难 转 染 细胞 如 肿瘤 细胞 未 能 取得 良好 的 转 染 效 果 , 转 染 试剂 对 于 细胞 
的 的 毒性 问题 也 成 为 了 该 方式 取得 广泛 应 用 的 限制 因素 PC 。 
3.3 纳米 载体 介 导 RNP 入 胞 

近年 来 纳米 颗粒 载体 被 证 明 是 一 种 更 为 高 效 的 基因 和 和 蛋白 递送 工具 B033], 可 
进一步 提高 RNP 基因 编辑 的 效率 。 其 中 以 脂 质 体 及 聚合 物 为 基础 的 纳米 运载 系 
统 运用 较为 广泛 。Sun 等 69 运 用 DNA 线 团 状 纳米 粒 CDNA nanoclew,NC) 
RNP 后 ， 在 外 层 的 阳离子 多 聚 物 PEI 的 进一步 组 装 后 ， 实 现 对 EGFP 报告 基因 
进行 40% 比 率 左右 的 敲 除 。2017 年 ACSNANO 杂志 同样 报道 了 纳米 多 聚 物 在 转 
运 RNP 上 的 应 用 B3, 该 作者 利用 阳离子 精 氢 酸 纳米 金 颗粒 (cationic arginine gold 
nanoparticles，ArgNPs) 作 为 组 装 的 模块 化 积木 ，Cas9 蛋白 融合 表达 谷 氮 酸 肽 ， 
通过 ArgNPs 与 谷 氨 酸 肽 的 电荷 作用 自 组 装 形成 RNP-ArgNP 纳米 复合 物 ， 通 过 


直接 渗透 进入 细胞 ， 进 行 高 效 基 因 编 辑 。Kunwoo Lee 等 89 利 用 金 纳米 颗粒 结合 
RNP 及 模板 DNA, 成 功 地 对 多 种 细胞 进行 编辑 并 有 效 地 纠正 导致 小 鼠 Duchenne 
肌 营 养 不 良 的 DNA 突变 。 纳 米 载体 虽然 已 有 较 多 报道 应 用 于 RNP 递送 ， 但 本 
身 也 存在 着 制备 复杂 、 稳 定性 不 佳 B67 等 缺陷 ， 其 结合 CRISPR/Cas9 系统 的 实用 
性 还 需 进 一 步 探 究 。 
3.4 CPP 介 导 RNP 入 胞 
2014 年 ，RamakrishnaBg 等 通过 化 学 方式 将 细胞 穿 膜 肽 (cell-penetrating 

peptide ,CPP) m9R 与 Cas9 进行 交 联 , 而 gRNA 可 以 通过 静电 作用 与 CPP 结合 形 
成 纳米 颗粒 ，CPP 分 别 介 导 Cas9 和 gRNA 入 胞 并 实现 的 内 源 基因 的 敲 除 。 尽 管 
该 研究 并 未 在 体外 进行 CPP-RNP 的 组 装 ， 但 对 CPP 介 导 的 RNP 转 导 具 有 一 定 
的 提示 意义 。 相 比 物理 方式 和 化 学 方式 ，CPP 通常 是 利用 静电 相互 作用 其 与 带 负 
电 的 细胞 表面 成 分 结合 并 随后 穿 过 细胞 膜 ， 最 终 将 生物 大 分 子 转运 入 胞 , 无需 转 

染 试剂 或 仪器 ， 其 生物 相 容 性 更 好 B9， 对 细胞 和 机 体 的 损伤 更 小 ( 表 2) 。 但 是 ， 
在 化 学 交 联 中 ，CPP 随机 性 的 与 Cas9 表面 的 氨基 或 羧基 基 团 反应 形成 共 价 键 ， 
可 能 会 影响 Cas9 的 活性 ， 使 得 编辑 效率 受到 影响 ， 而 融合 表达 则 可 以 通过 优化 
CPP 的 位 置 以 及 接头 序列 ， 从 而 最 大 限度 的 保留 Cas9 的 活性 。CPP 与 Cas9 融合 
表达 后 ， 再 与 体外 转录 获得 的 gRNA 进行 组 装 ， 形 成 CPP-RNP 复合 物 ， 可 实现 
RNP 转运 入 胞 , 在 核定 位 信号 (Nuclear localization sequence, NLS) 的 引导 下 ，RNP 
从 内 吞 小 泡 释 放 后 进入 细胞 核 从 而 实现 基因 编辑 〈 图 2) 。 

表 2 RNP 不 同 转 导 方式 特点 比较 


Table 2 Comparison of different transduction delivery system of RNP 


物理 转 导 ”化 学 转 导 ”纳米 载体 。 细胞 穿 膜 肽 介 ”参考 文献 


NF 导 
生理 伤害 高 中 ! 低 [24][40] 
EJE ”无 无 或 弱 弱 中 [19][40][41] 
it BU a 是 a a a [40] 
转 染 试剂 使 用 ”无 或 需要 ”需要 无 或 需要 无 [40] 
转 导 效率 高 中 HH 中 [19][31] 
血清 耐 受 性 低 中 低 [19] 
细胞 兼容 性 。 强 中 中 强 [39] 
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图 2 CPP-Cas9 RNP 复合 物 入 胞 实现 基因 编辑 示意 图 


Fig.2 The diagram of gene editing of CPP-Cas9 RNP complex 


4 结语 

CRISPR/Cas9 基因 编辑 技术 由 于 操作 简便 、 效 率 高 等 优势 具有 广阔 的 应 用 前 
景 , 但 是 , Cas9 及 sgRNA 的 转运 入 胞 的 效率 及 安全 性 限制 了 其 应 用 的 范围 , RNP 
方式 克服 了 质粒 及 病毒 载体 等 传统 形式 存在 外 源 基因 插入 风险 等 问题 , 可 实现 快 
速 有 效 的 基因 编辑 并 降低 脱 靶 率 。 相 比 于 物理 、 化 学 转 导 方式 及 纳米 载体 ，CPP 
具有 更 高 的 生物 相 容 性 ， 为 实现 CRISPR/Cas9 基因 编辑 提供 了 新 的 手段 。 但 是 ， 
HRT, CPP 介 导 的 生物 大 分 子 入 胞 在 入 胞 效率 以 及 靶 向 性 方面 仍 有 待 进一步 提高 ， 
筛选 穿 膜 能 力 或 特异 性 更 强 的 CPP、 增 强 CPP 入 胞 后 的 逃逸 效率 等 方面 具有 较 
大 研究 潜力 和 空间 。CPP 研究 的 进一步 深入 ， 将 有 助 于 进一步 提高 基于 RNP 方 
式 的 CRISPR/Cas9 基因 编辑 的 效率 ， 推 动 CRISPR/Cas9 基因 编辑 系统 的 应 用 。 
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